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　　　　　　　　　はじめに
　日本独特な蒸す製法で作られた緑茶である煎
茶は、茶類のなかでビタミンCを多く含む1）
という特徴がある。お茶のビタミンCは貯蔵
中に減少することから、ビタミンCの減少と
品質の低下には、ほぼ直線的な関係があり、ビ
タミンCの変化で低下を間接的に推測するこ
とができる1＞とされている。現在、茶のビタ
ミンC、すなわちL一アスコルビン酸（還元型）
及びL－一・デヒドロアスコルビン酸（酸化型）の
測定には、比色法2）、高速液体クロマトグラフ
（以下、HPLC）法3｝などの精密分析を用いる
場合が多い。しかし、これらの方法は簡易に日
常の現場などで、リアルタイムに測定をおこな
うには課題が生じる。
　そこで、本報告ではキュウリなどの野莱のL
一アスコルビン酸量を簡易に精度高く測定でき
ることを示した4）Merck社小型反射式光度計
システムを用いて、緑茶抽出液のL一アスコル
ビン酸量について、信頼度の高い測定値を簡易
に得られる可能性について検討したので報告す
る。
　　　　　　　　方　　法
1．試料
　新潟県村上市で栽培されている村上煎茶A
（ヤブキタ）、村上煎茶B（ヤブキタ）、村上煎
茶C（在来種）、村上煎茶D（在来種）、日本で
最も多く生産されている静岡煎茶（ヤブキタ）、
次に多く生産されている鹿児島煎茶（ヤブキ
タ）の計6点の煎茶を対象とした。これらは新
潟県下越地方の茶小売商で販売されている煎茶
を購入して使用した。
2．簡易測定法によるL－一アスコルビン酸の測
　定条件
　測定方法はL・一一アスコルビン酸用専用試験紙
（Merck社製）を、5％メタリン酸試験溶液
に、約2秒間浸した後、試験紙の余分な水分を
ろ紙を用いて除き、反応時間（15秒）時の値を
小型反射式光度計システム（RQフレックスシ
ステムMerck社製，以下、簡易測定法）で測
定した。
　なお、本簡易測定法は、試験紙とその発色を
測定する小型（19×8×2cm）の反射式光度
がセットになったもので、試験紙のロットご
とに波長の補正や検量線が書き込まれているバ
ーコードを用いて、条件設定をおこなうのが特
徴とされる。本簡易測定法に用いるL一アスコ
ルビン酸用の専用試験紙であるリフレクトクァ
ント試験紙は発色原理が用いられている。すな
わち、黄色のモリブドリン酸が還元されて発色
したリン酸モリブデンブルーを測定することに
よって、測定範囲は25～450mg！工一1のL一ア
スコルビン酸に反応するといわれている。発色
に要する時間は15秒である。
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3．HPLC法によるL一アスコルビン酸の測
　定条件
　HPLC法によるL一アスコルビン酸の分析は、
多数報告されている。本研究では、日本食品科
学工学会新・食品分析法編集委員会編纂「新・
食品分析法」3｝を参考に、シリカゲルNH　2カ
ラムと可視波長域測定可能な分光光度計を含む
HPLC法を用いて測定した。本HPLC法は、
検出器：SHIMADZU　UV－VIS　DETECTOR
SPD10AV、ポンプ：SHIMADZU　LC－6A、
カラムオーブン：SHIMADZU　COLUMOVEN
CTO－6A、システムコントローラー：
SHIMADZU　SYSTEM　CONTROLLER　SCレ
6B、データ処理装置：SHIMAZU
CHROMATOPAC　C－R　8　Aを使用した。シリ
カゲルNH　2カラムは、　LiChrosorb　NH　2（Merck
社製）サイズは、内径4．6mm、長さ250mmを
用いた。移動相流速0．7m1／minでおこなった。
　移動相は、0．01Mリン酸buffer（pH3．3）（第
1リン酸ナトリウムNaH　2　PO4一メタリン酸
HPO　3）を調合した後、脱気して用いた。検出
器は、吸収波長254nmで測定した。なお、　L一
アスコルビン酸の確認を行うにあたり、分析の
標準として、L（十）一アスコルビン酸（L（十）
－Ascorbic　Acid，　C　6　H　806，　Wako製）を用いた。
なお、HPLC分析時には試験溶液をHPLC用
前処理濾過0．45pmフィルター（DISMIC－13
且PタイプADVANTEC製）を用いてろ過し
た後、メタリン酸濃度が1％以上の場合には注
入部につまりを生じることから分析直前に、5
％メタリン酸試験溶液を最終メタリン酸濃度が
0．5％となるように希釈して用いた。
　　　　　　　結果及び考察
1．煎茶試験溶液の調製方法
1－1　煎茶試料の検討
　五訂増補日本食品標準成分表5｝によると、「せ
ん茶（茶）」に含まれるビタミンC（酸化型と
還元型の合算値）は、100gあたり260mg、「せ
ん茶（浸出液：茶10990℃430mU　min）」は、
6mg含まれると記されている。また、茶には
本簡易測定法に影響を与えるとされるカテキン
類をはじめとする還元物質が含まれており、「せ
ん茶（茶）」に含まれるタンニンは、1009あた
り139、「せん茶（浸出液）」には、0．079含ま
れていると記載されている。しかし、一般に食
品成分は種類・品種・生産条件等によって成分
値に変動幅があることが知られており食品成分
値は目安にしかならない。
　一方、お茶の保存について、山西1）による
と、窒素封入缶あるいは脱酸素剤を入れた缶入
りの新茶を冷蔵庫に保管しておけば、前年の新
茶も今年の新茶もあまり変わらないのではない
かと思われると述べられている。
　そこで、購入した各煎茶（6種）について、
購入後直ちにサンプル瓶に保存した煎茶試料
（以下、Sグループ）および300日間静置保存
した煎茶試料を冷蔵庫内4℃±1（以下、Cグ
ループ）と室内20℃±1（以下、Rグループ）
の つのグループに分けて試験に用いた。
　なお、サンプル瓶とは、1種につき、2g／
ユ5ml容の透明ガラスサンプル瓶を測定回数個
用意した。
1－2　抽出方法の検討
　煎茶には、本簡易測定法に影響を与えるとさ
れるカテキン類をはじめとする還元物質が多く
含まれており、メタリン酸5％抽出試験溶液か
ら、これらを除去しなければL一アスコルビン
酸の測定は困難である。そこで、これら爽雑物
質であるポリフェノールを除去する方法を文献
6）7）8）より検討した。その結果、簡易の測定
に最も有効と考えられる池ケ谷ら「茶の分析法
高速液体クロマトグラフィによるカフェインの
定量法」7｝のポリフェノールの除去方法を参
考に設定することにした。すなわち、粗試験溶
液10ml（5％メタリン酸溶液）に吸着剤
Polyvinylpoly－pyrrolidone、　SIGMA製（以下、
PVPP）を100mg添加し、よく撹絆し30分間放
置した後、ろ紙NQ　2を用いてろ過した。なお、
除タンニン操作の繰り返しの必要性を検討する
ために・除タンニン処理をする前後で測定し比
較したところ、L一アスコルビン酸濃度の値は、
操作を繰り返す前と同様であった。よって、本
研究では除タンニン操作を繰り返さずに設定す
ることにした。以下に各煎茶試験溶液の抽出方
法を記す。
　煎茶試料ユ9を100ml容共栓付き三角プラス
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図1　HPLC法及び簡易測定法によるL一アスコルビン酸濃度の比較　その1
Sグループ：購入後直ちに關封した各煎茶試料
Cグルーフ’：冷蔵庫4°C±1，300日間29．15ml容の透明力’ラスわ7’ル瓶にて静置保存した煎茶試粒
Rグルーフ’：室内20°C±1，300日間2g，15m1容の透明ガラスサンプル瓶にて静置保存した煎茶試料
゜・°．。．・@：　y＝2．4539x　　’＝0．4886　　　　　　　（S＋C＋Rク・ルーフ．）
　　　：　y＝3．1208eO．031x　　r＝0．9033　（S＋C＋Rク’ルー7°）
コに入れ、5％メタリン酸25m1を加え、よく
撹拝した後、30分間静置抽出する。その後、ろ
紙NQ　2を用いてろ過する。このろ液を粗試験溶
液とする。次に得られた粗試験溶液10mlに
PVPPを約100mgふり入れ、よくi撹拝し、30
分間放置し除タンニン処理した後、ろ紙NQ　2を
用いてろ過する。
2．抽出後の試験溶液濃度の検討
　簡易測定法で測定したL一アスコルビン酸と
且PLC法で測定したL一アスコルビン酸と比較
した結果を「図l　HPLC法及び簡易測定法に
よるL一アスコルビン酸濃度の比較　その1」
に示す。測定値は一致しなかったが、簡易測定
法とHPLC法との相関係数を求めると、「かな
り相関がある（r　＝O．4886y＝2．4539x）」
を示した。Sグループ含有のL一アスコルビン
酸濃度にバラツキがあること、測定値の増加ま
たは減少の割合が次第に大きくなると読みとれ
ることから、指数近似曲線を用いて再度相関係
数について算術すると、「強い相関がある（r
＝0．9033y＝3．1208　e　o・　moix　）」を示した。さ
らに、Sグループを除いたRグループとCグ
ループについて、L一アスコルビン酸濃度にお
ける簡易測定法とHPLC法との相関係数につ
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いて求めた。その結果、「かなり相関がある
（r　＝O．　9001y＝3．8895　e　o・027’tx）」を示した。
なお、線型近似曲線では「かなり相関がある（
r＝O．7289y＝O．9334x）」を示した。（「図
2　HPLC法及び簡易測定法によるL一アスコ
ルビン酸濃度の比較　その2」参照）
　得られた2つの指数近似曲線を比較すると
①y＝3．1208・e　°・°°31x（S＋C＋Rグループ）
②y＝3．8895　e　°・°274・（C＋Rグノレープ）
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? ?
X y＝3．1208eO・oo31xy＝ ．8895eα02撫（S＋C＋Rグループ）（C＋Rグループ）
10 4．3 5．1
25 6．8 7．7
50 14．7 15．3
100 69．3 60．2
150 326．4 237．1
200 1537．8 932．9
100mg／L以下の値の時に、よく一致すること
がわかった。よって、煎茶抽出液のL一アスコ
ルビン酸濃度は100mg／L以下に希釈して測定
することが望ましいと考えられた。
3．簡易測定法による標準品L一アスコルビン
　酸の測定
　小型反射式光度計システム（RQフレックス
システム）は、試料水溶液での使用が標準とな
っている。L一アスコルビン酸の変化を防ぐた
めのメタリン酸5％溶液を用いた場合、異なる
値を示すと考えられる。そこで、5％メタリン
酸溶液を用いて調製した標準品L一アスコルビ
ン酸（L（十）－Ascorbic　Acid．C6H806，　Wako
製〉溶液、25mg／L、40mg／L、50mg／L、75mg
／L、80mg／L、100mg／L濃度について本簡易測
定法を用いて測定した。
　その結果を「図3　小型反射式光度計（簡易
測定法）によるL－一アスコルビン酸溶液の測
定」に示す。簡易測定法の値は、標準品L一ア
100
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図3　小型反射式光度計（簡易測定法）に
　　　よるL一アスコルビン酸溶液の測定
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　　　アスコルビン酸濃度の比較　その3
スコルビン酸溶液の濃度が高くなるにつれて一
致しなかったが、これらの相関係数を求めたと
ころ、「強い相関がある（r＝0．9711　y＝0．6
157x＋16．367）」を示した。5％メタリン酸溶
液を用いて本簡易測を行う場合は、標準品L一
アスコルビン酸を用いて：補正する必要があるこ
とが示された。
　そこで、先のRグループ、CグループのL一
アスコルビン酸濃度を標準品L一アスコルビン
酸より得られたy＝0．6157x＋16．367を用い
て補正し、再び、且PLC法で測定したL一アス
コルビン酸濃度と比較した。その結果を「図4
　HPLC法及び簡易測定法によるL一アスコル
ビン酸濃度の比較その3」に示す。HPLC法
と簡易測定法によるL一アスコルビン酸濃度と
の相関係数を求めたところ、「強い相関があ
る（r＝0．9388y＝0．9068x十56．105）」を
示した。本簡易測定法によるL・一アスコルビン
酸の測定値は、且PLCに比べて全般に高い値を
示すものの、且PLC法の測定値とほぼ一致する
値が得られることが明らかになった。
　よって、本簡易測定法は、緑茶のL一アスコ
ルビン酸含量においても、信頼度の高い測定値
を簡易に得られる測定法であると考えられる。
　なお、本簡易測定法によるL一アスコルビン
酸の測定値がHPLC法の測定値に比べて全般
に高い値を示すのは、本簡易測定法が試験溶液
に5％メタリン酸溶液を用いているのに対して、
HPLC法が．5％メタリン酸溶液を使用している
ことに起因するためと考えられた。
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　　　　　　　　　おわりに
　本研究では、煎茶に含まれるL一アスコルビ
ン酸の簡易測定法として、小型反射式高度計シ
ステム（RQフレックスシステム）の有効性に
ついて検討した。
　本簡易測定法によるL一アスコルビン酸濃度
は、本HPLC法の値と一致した。ただし、煎
茶抽出液を測定する場合、L一アスコルビン酸
濃度は100mg／L以下での測定が望ましく、適
宜希釈して測定するとともに、標準品L一アス
コルビン酸溶液を用いて、同様に測定し、その
値を用いて補正する必要があることが明らかに
なった。
　L一アスコルビン酸（還元型）は、水溶性抗
酸化剤として体内で重要な働き9）をしており、
精密分析時の予備実験をはじめ、日常の様々な
現場で、緑茶抽出液の効能に関する有用な情報
提供に役立つ測定法であると考えられる。
　　　　　　　　　謝辞
本研究を進めるにあたり御協力いただきまし
た県立新潟女子短期大学専攻科生の沖村あや乃
さん、梅津友美さんに深謝します。
　　編：新・食品分析法，光琳，p．450－454，200ユ
4）建部雅子・米山忠克：作物栄養診断のための小型
　　反射式光度計システムによる硝酸および還元型
　　アスコルビン酸の簡易測定法，日本土壌肥料学
　　奈髭誌，66，2，p．155－158，1995
5）文部科学省科学技術・学術審議会資源調査分科会
　　編：五訂増補日本食品標準成分表，独立行政法
　　人国立印刷局，p．　18，　p．　228－229，p．428，2007
6）Terada，　H．　and　Sakabe，　Y．：Higy・performance
　　liquid　chromatographic　determination　of
　　theobromine，　theophylline　and　caffeine　in　food
　　products，　J．　Chromatogr．，291，　p．453－459，19
7）池ケ谷賢次郎・高柳博次・阿南豊正：茶の分析法，
　　茶業研究報告，7ユ，p．43－74，1990
8）Nakakuki．　H。　et　al．：Rapid　analysis　of　methylated
　　xanthines　in　teas　by　an　improved　high・
　　performance　liquid　chromatographic　method
　　using　a　polyvinylpolypyrroridone　pre－column．　J．
　　Chromatogr．，　A，848，　p．523－527，1999
9）村松敬一郎ら編：茶の機能一生体機能の新たな可
　　能性一，学会出版センター，p．398，2002
　　　　　　　　　文献
ユ）山西貞：お茶の科学，裳華房，p．ユ26－127，1992
2）日本食品科学工学会新・食品分析法編集委員会
　　編：新・食品分析法，光琳，p．439－449，2001
3）日本食品科学工学会新・食品分析法編集委員会
一233一
